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摘要! 为了解黑壳和黄壳福寿螺免疫功能的差异!本实验研究了氯硝柳胺对两种壳色福寿螺

的急性毒性效应!并对四川地区黑壳福寿螺和黄壳福寿螺血细胞酸性磷酸酶#&-6$'碱性磷

酸酶#&W6$'过氧化物酶#6"S$'中性红#%$4$'脂类#6&*$和糖原#*MM$细胞化学染色的

观察及中性红试验#%$$D$的差异进行了比较" 结果显示!黑壳福寿螺对氯硝柳胺 25 = 和

50 =的半致死浓度分别为 3199 8;5'和 3151 8;5'!均高于黄壳福寿螺" 透明细胞和颗粒细

胞的细胞化学染色阳性主要分布在细胞质!且颗粒细胞中的颗粒物质呈强烈阳性%黑壳福寿螺

&-6'&W6'6"S阳性比例均大于黄壳福寿螺!且前者 &W6和 6"S阳性细胞比例显著大于后

者!%$4和 *MM着染程度和阳性比例均无显著差异!黑壳福寿螺 6&*着染程度更为强烈"

%$$D实验发现!黑壳福寿螺血细胞的中性红滞留时间#:148 8:3$是黄壳福寿螺的 410 倍"

研究表明!黑壳福寿螺对氯硝柳胺死亡率及血细胞 &W6'6"S'糖原成分及中性红滞留时间是

影响其与黄壳福寿螺免疫功能差异的重要因素"

关键词! 福寿螺% 血细胞% 免疫功能% 壳色% 细胞化学% 中性红试验

中图分类号! *:5418566666666666 文献标志码&&

66福寿螺 #!/@%(#% (%7%*,(1*%'%$属软体动物

门 #C/002H>9$&腹足纲 #L9HIF/B/@9$&中腹足目

#C?H/;9HF/B/@9$&瓶螺科 # 6:0:@9?$&福寿螺属

#6/89>?9$"是我国 41 种4危害最大的外来物种5

之一
(4)

' 同时"它也是广州管圆线虫和卷棘口吸

虫的主要寄主"误食后容易导致人嗜酸性脑膜炎"

故引起人们极大的关注
(2)

' 由于其适应性广"繁

殖力强"因此入侵及扩散一直未得到有效的

控制
(/)

'

目前分布在我国大陆的福寿螺主要有黑壳

福寿螺和黄壳福寿螺"其在不同地区自然分布

存在很大差异"广西以黑壳福寿螺为主"云南&

广州以黄壳福寿螺为主
(5)

' 有研究表明"斑马

蛤壳色群体具有更高的成活率和更强的抗逆

性
(8)

"其 血 细 胞 中 酚 氧 化 酶 # B=?3/0/]:@9H?"

6"$ &亮氨酸基肽酶 #0?2>:3?98:3/BI:@9H?"'&6$

和超氧化物歧化酶 #H2B?F/]:@?@:H82I9H?"*"4$

活性高"吞噬能力强
(9)

"说明贝类的壳色与免疫

功能之间存在密切关系
(8 71)

' 此外"不同壳色福

寿螺对广州管圆线虫的易感性不同"但相关原

因尚不清楚
(9)

'

福寿螺属于软体动物"其免疫相比许多节肢

动物和高等动物更依赖于非特异性免疫"细胞

内的水解酶活力&吞噬能力和细胞介导对病原

的细胞毒作用是免疫功能的主要表现
(8 71)

' 血

细胞是 细 胞 免 疫 的 基 础"酸 性 磷 酸 酶 # 9>:@

B=/HB=9I9H?" &-6$ & 碱 性 磷 酸 酶 # 90N90:3?

B=/HB=9I9A?"&W6$ & 过 氧 化 物 酶 # B?F/]:@9H?"

6"S$是研究血细胞免疫功能的重要酶类
(0 743)

'

糖原和脂类则为免疫功能的发挥提供必要能
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量"中性红滞留时间长短标志溶酶体膜的变化"

是预测贝类总体健康状况的一种理想参考指

标
(44 742)

' 福寿螺免疫功能的研究是揭示其抗逆

性的关键"可为其防治提供参考
(4/)

"而其免疫功

能方面仅见血细胞分类的报道
(4/ 745)

' 氯硝柳胺

是一种常用杀螺剂"能影响不同规格福寿螺的

存活
(48)

' 本实验旨在研究氯硝柳胺对两种壳色

福寿螺的急性毒性效应"并对野外分布的两种

壳色福寿螺血细胞中细胞化学成分和中性红试

验#%$$D$进行比较"以期为两种壳色福寿螺分

布差异提供免疫学基础资料'

46材料与方法

!"!#实验材料

福寿螺采自四川雅安市大兴镇池塘"室温水

族箱#22 =28 X$暂养一周"每天用曝气 25 = 后

的自来水换水 4 52"暂养期间连续增氧"投喂水

花生"实验前 / @ 停止喂食"挑选健康的福寿螺

(壳高 #*+$ !/3 88

(

*+A53 88)供实验使

用"不同壳色的判断参考孙志坚等
(41)

的方法"具

体如下!黑壳福寿螺壳呈黑色"贝壳上有横条

纹"肌肉为灰白色"外套膜为黑色%黄壳福寿螺

螺壳呈金黄色"贝壳上没有横的条纹"肌肉呈黄

色"外套膜也为黄色'

!"=#氯硝柳胺对黑壳福寿螺和黄壳福寿螺急性

毒性实验

将氯硝柳胺 #83K氯硝柳胺乙醇胺盐"四川

省化学工业研究设计院生产$用曝气好的自来水

配制成浓度为 3#对照组$&318&319&31:&414 8;5

'的药液' 挑选 /3 88

(

*+A53 88健康的黑

壳福寿螺和黄壳福寿螺各 483 只"每个浓度组设

/ 个平行"每个平行 43 只螺"置于直径 48 >8深

0 >8塑料盆中"用塑料网防逃' 实验时每个容器

药液体积为 2 '"每 42 = 分别更换同浓度药液记

录 2&5&1&43&25&50 = 的死亡率"死亡判断标准参

照赵本良等
(49)

的方法"具体如下!从处于抑制状

态的福寿螺中挑选腹足已脱出或用镊子轻拉后不

收回的"将其放入脱氯清水中"漂浮于水面或悬浮

于水中对刺激已无反应者为死螺' 死亡率 >每次

检查时累计死亡个数5实验福寿螺总数 B433K'

!"D#血细胞细胞化学染色及中性红试验

血淋巴的抽取及血涂片的制作66用 4 8'

无菌注射器心脏取血"注射器用抗凝剂 #柠檬酸

三钠 /3 88/05'"氯化钠 //0 88/05'"葡萄糖 448

88/05'",4D&43 88/05'"B+ 913$润洗"之后

立即取血淋巴滴于干净的载玻片上"用新鲜配制

的固定剂#218K戊二醛$在 5 X固定 48 8:3"置

于无菌箱干燥"待用'

细胞化学染色 ':#40 723(

66萘酚 &*7D$磷酸

酯染酸性磷酸酶#&-6$"偶氮偶联法染碱性磷酸

酶#&W6$"4&M7+

2

"

2

# @:98:3/ A?3<:@:3?"4&M$

染过氧化物酶#6"S$"前 / 种酶的阴性对照均采

用生 理盐水代 替 孵 育 液 孵 育% 过 碘 酸7*>=:GG

#6&*$反应显示糖原"阴性对照采用唾液淀粉酶

消化处理%苏丹黑 M#*MM$染色显示脂类物质"阴

性对照用丙酮处理%用中性红试剂染溶酶体酶"阴

性对照同前 / 种酶' 两种壳色福寿螺均为 43 只"

每种染色分析 40 张片"每片大约计数 233 个细

胞"若全部细胞均着色不计算阳性比例"若有部分

细胞着色则计算其阳性比例"阳性比例 >阳性细

胞个数5计数的血细胞个数 B433K'

中性红试验 '44#24(

66将血涂片于中性红染

液中着染"从中性红细胞着色开始计时"之后每 2

8:3 观察一次"计数不同时间的中性红的着染比

例#着染比例 >着染的血细胞数目5计数的血细

胞数目 B433K$"实验进行 48 8:3"计算血细胞

着染比例达到 83K的时间'

!"G#统计方法

采用 *6**4/13 软件对实验数据进行统计分

析"采用 47I?HI检验分析"取 !A3138 为差异显

著"在 ,S-,'上绘制相关图表'

实验数据的统计处理依据 LM5D4/219 7

4::4"使用概率单位图解法计算半数致死浓度

#'-

83

$

(49)

'

26结果

="!#两种壳色福寿螺对氯硝柳胺死亡率的影响

通过概率单位法得出黑壳福寿螺 25 = 和

50 =半致死浓度 '-

83

均大于黄壳福寿螺#表 4$ '

两种壳色福寿螺的死亡率均随着氯硝柳胺浓度

和处理时间的延长呈上升趋势#除最高浓度 414

8;5'组外$ #图 4$ ' 在相同时间不同壳色福寿

螺的死亡率存在差异"高浓度组 #414 8;5'$在

1 =43 = 黑壳福寿螺的死亡率显著高于黄壳福

寿螺#!A3138 $ "在 25 = 之后黄壳福寿螺的死

亡率高于黑壳福寿螺"且高浓度 #414 8;5'$组

23:
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两种壳色福寿螺的死亡率存在显著差异 #!A

3138$ ' 50 = 之后"31: 和 414 8;5'浓度组福

寿螺全部死亡'

表 !#氯硝柳胺对两种壳色福寿螺的 OB

QX

值

2(3"!#OB

QX

E(+6/01,%5+0-()%7/140) .H0 -F/++50+064-01+"$,.,&)$?&,0,

时间5=

I:8?

线性方程

0:3?9F?O29I:/3

相关系数

>/FF?09I:/3 >/?GG:>:?3I

'-

83

5

#8;5'$

'-

83

#:8K的置信区间$ 5#8;5'$

>/3G:@?3>?:3I?FY90

黑壳福寿螺

I=?A09>N7H=?00H39:0H

25 .>4<:38 :KC8<240 1

L

2

>3<:91 4

3199 318: =31::

50 .>43<585KC0<5:8 9

L

2

>4

3151 315/ =315::

黄壳福寿螺

I=?J?00/Z7H=?00H39:0H

25 .>2<95: /KC8<5/9 2

L

2

>3<:/9 8

311: 3189 =310/

50 .>:<0:2 :KC0<530 0

L

2

>4

3158 3152 =315:

图 !#氯硝柳胺对两种壳色福寿螺死亡率的影响

#9$黑壳福寿螺"# A$黄壳福寿螺

$%&"!#S11/5.01,%5+0-()%7/0,.F/)04.(+%.9 140)

.H0 -F/++50+064-01+"$,.,&)$?&,0,

#9$I=?A09>N7H=?00H39:0H"# A$I=?J?00/Z7H=?00H39:0H

="=#两种壳色福寿螺血细胞细胞化学观察

两种壳色福寿螺血细胞 &W6&&-6&6"S&

6&*&*MM和 %$4阳性均主要分布在细胞质"而

&W6&6"S及 6&*偶见细胞核着染"透明细胞和

颗粒细胞的着色程度不一致#表 2$'

碱性磷酸酶66两种壳色福寿螺血细胞

&W6阳性呈红色#图版74 =1$ "透明细胞细胞质

呈淡红色#图版74" 示$ "颗粒细胞的细胞质中

颗粒物质呈深红色 #图版72 =1"

)

示 $ %着色的

颗粒物质分布存在差异"大部分较均匀#图版74&

/"

)

示$ "出现仅中部颗粒物质着染 #图版72"

)

示$ "存在整个细胞质充满了强烈阳性的颗粒

#图版75"

)

示$及整个呈深红色类核影细胞 #图

版72 和 /" 示$ %两种壳色福寿螺血细胞其 &W6

阳性比例存在极显著差异#!A3134$ #图 2$ "黑

壳福寿螺所有血细胞均呈阳性 #图版74 =5 $ "出

现少数着色较淡的血细胞 #图版75" 示$ "而黄

壳福寿螺仅部分血细胞呈阳性 #图版71" 示阴

性细胞"

)

示阳性细胞$ '

酸性磷酸酶66两种壳色福寿螺血细胞的

&-6阳性呈红色#图版70&:$%透明细胞的细胞质

淡红色#图版70&:" 示$"颗粒细胞的细胞质颗粒

物质红褐色"呈强阳性#图版70&:"

)

示$%两种壳

色福寿螺血细胞其 &-6阳性比例不存在显著差

异#!?3138$#图 2$'

表 =#黑壳福寿螺和黄壳福寿螺不同

血细胞细胞化学染色的比较

2(3"=#B9.05F/)%-.49 5F(4(5./4%_(.%0,01

7%11/4/,.F/)059./-%,.F/3+(5<J-F/++

-,(%+-(,7.F/9/++0HJ-F/++-,(%+-

黑壳福寿螺

I=?A09>N7H=?00H39:0

透明细胞

=J90:3/>JI?H

颗粒细胞

;F9320/>JI?H

黄壳福寿螺

I=?J?00/Z7H=?00H39:0

透明细胞

=J90:3/>JI?H

颗粒细胞

;F9320/>JI?H

&W6 CC CC# C$ # C$ CC# C$

&-6 # C$ # CC$ # C$ # CC$

6"S # CC$ # CCC$ # C$ # CC$

6&* CC CCC C CC

*MM C CC C CC

%$4 C CC C CC

注! C染色阳性% CC染色阳性较深% CCC染色阳性强烈%# C$

细胞部分阳性"部分阴性%# CC$细胞部分染色阳性较深"部分阴

性%# CCC$部分细胞强烈阳性"部分阴性% CC# C$细胞均阳

性"但是部分细胞强烈阳性"部分阳性较深% 7染色阴性

%/I?H! CB/H:I:Y?HI9:3:3;% C CB/H:I:Y?HI9:3:3; H0:;=I0J% C C C

B/H:I:Y?HI9:3:3; :3I?3H:Y?0J%# C$ B9FI/GB/H:I:Y?HI9:3:3;%# CC$

B9FI/GB/H:I:Y?HI9:3:3; H0:;=I0J%# CCC$ B9FI/GB/H:I:Y?HI9:3:3;

:3I?3H:Y?0J% CC# C$ B9FI/GB/H:I:Y?HI9:3:3; H0:;=I0J 93@ B9FI/G

B/H:I:Y?HI9:3:3; :3I?3H:Y?0J% 73?;9I:Y?HI9:3:3;

/3:
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图 =#黑壳福寿螺和黄壳福寿螺

免疫酶阳性细胞的比例差异

$%&"=#A/45/,.(&/01*0-%.%E/F/)059./-%,.F/3+(5<J-F/++

-,(%+-(,7.F/9/++0H0,/-

""

!A3134

66过氧化物酶66两种壳色福寿螺部分血细胞

6"S阳性呈棕色#图版743&44$%透明细胞的细胞

质淡棕色#图版743&44" 示$"有的细胞中存在大

棕色颗粒物质#图版744"

)

示$"颗粒细胞的细胞

质颗粒物质深棕色"呈强烈阳性#图版743&44"

)

示$"阴性对照见图版742# 示血细胞$%两种壳色

福寿螺血细胞阳性细胞比例差异显著#图版743

)

示阳性细胞" 示阴性细胞$"黑壳福寿螺阳性

细胞显著高于黄壳福寿螺#!A3134$#图 2$'

过碘酸雪夫氏剂 % B?F:/@:>9>:@ *>=:GG) H#

6&*&66两种壳色福寿螺所有血细胞 6&*均阳

性#表 2$"红色"透明细胞的细胞质"呈阳性 #图

版74/&45" 示$"颗粒细胞的细胞质中的颗粒物

质强烈阳性#图版74/&45"

)

示$"有少数细胞细胞

核也染上深红色#图版748"

)

示$"且这些细胞质

中的颗粒物质分布不均匀#图版748" 示$"阴性

对照见图版723%黑壳福寿螺的血细胞染色程度较

黄壳福寿螺更为强烈#图版74/&45$'

苏丹黑 %H2@93 A09>N M#*MM&66两种壳色

福寿螺所有血细胞 *MM均有阳性分布#表 2$"黑

色"透明细胞淡黑色"颗粒细胞胞质中颗粒物质强

烈阳性#图版741&49"

)

示颗粒细胞" 示透明细

胞$"阴性对照与 6&*相同#图版723$'

中性红%3?2IF90F?@ @J?#%$4&66两种壳色

福寿螺血细胞中的%$4阳性呈红色"透明细胞淡

红色#图版740&4:"

)

示$%颗粒细胞细胞质中颗粒

物质强烈阳性#图版740&4:" 示$"偶见整个细

胞呈强烈阳性的大颗粒细胞#图版740"

*

示$"类

核影细胞淡红色#图版740&4:" 示$"阴性对照与

6&*相同#图版723$' 对两种壳色福寿螺中性红

试验结果表明!黑壳福寿螺达到 83K的血细胞着

染时间是 :148 8:3"是黄壳福寿螺时间的 410 倍"

为 91/8 8:3#图 /$'

图 D#黑壳和黄壳福寿螺血细胞中性红实验

$%&"D#2F/,/6.4(+4/74/./,.%0,.%)/01

F/)059./-%,.F/3+(5<J(,79/++0HJ-F/++-,(%+-

/6讨论

D"!#两种壳色对氯硝柳胺敏感性比较

根据概率单位法得出黑壳福寿螺 25 = 和

50 =的半致死浓度均高于黄壳福寿螺"说明黄壳

福寿螺较黑壳福寿螺更为敏感"这可能与福寿螺

自身免疫能力相关' 一般情况下"随着药物浓度

增加和实验时间延长两种壳色福寿螺死亡率上

升' 高浓度组#414 8;5'$"1 =43 = 黑壳福寿螺

的死亡率显著高于黄壳福寿螺"这可能与黄壳福

寿螺在高浓度组中一开始就厣壳紧闭有关"其应

对外界药物应激的免疫方式与低浓度不同
(22)

'

25 = 后"黑壳福寿螺死亡率低于黄壳福寿螺"主要

原因是黑壳福寿螺除出现厣壳紧闭外"还与沉入水

底瞬间呼吸管分泌大量粘液进行自我保护有

关
(2/)

' 福寿螺颗粒细胞在免疫吞噬作用中起主要

作用"黑壳福寿螺呼吸管上皮基底质部含有大量粗

大的黑色颗粒物质"而黄壳福寿螺则未见
(41)

' 已

有研究表明"黑壳福寿螺血细胞中颗粒细胞比例与

黄壳福寿螺存在差异
(45)

' 但这些黑色颗粒物质与

其免疫功能的关系需要进一步研究'

D"=#两种壳色血细胞细胞化学差异

细胞化学是目前血细胞研究常用方法之一"
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通过观察血细胞中不同成分的化学特性可在细胞

种类和功能间建立联系
(:)

' 贝类血细胞主要靠

吞噬方式抵御外来物和病原体
(0 743)

' 酸性磷酸

酶#&-6$和碱性磷酸酶#&W6$能够对血细胞吞

噬细菌和其他颗粒物质进行消化降解
(0)

' 过氧

化物酶#6"S$伴随吞噬"引起氧呼吸爆发"具有

杀菌作用
(0 7:)

' 因此"&-6&&W6和 6"S在吞噬

作用中起着重要作用' 目前相关研究报道在双壳

类 研 究 中 较 多" 如 浅 沟 蛤 # "(-/$,(1*%-,%

6*%7% $

(4:)

& 贻 贝 # C.',*1& #>1*,&$& 鸟 蛤

#2#-%&'/>#-@% #>1*#$

(23)

等"而腹足类较少"仅见

于静水椎实螺#E.@7%#% &'%+7%*,&$

(40)

' 本实验两

种壳色福寿螺全部或部分颗粒细胞 &-6&&W6和

6"S阳性着染"且呈强烈阳性"表明两种壳色福

寿螺颗粒细胞中的这 / 种酶活性较强"这与静水

椎实螺的研究一致
(40)

' 也有 6"S弱阳性 #如浅

沟蛤
(4:)

$或 6"S着染阴性#如贻贝
(23)

$ "表明不

同种属血细胞的细胞化学特征存在差异' 本研究

还发现"&W6阳性细胞着色的颗粒物质分布也存

在差异"这与其胞质中颗粒物质的分布有关
(4:)

'

呈 &W6阳性染色的细胞出现少数染色较淡"这可

能与细胞种类 #嗜酸性或嗜碱性颗粒细胞$或发

育阶段有关
(25)

'

免疫酶细胞阳性比例能够指示其免疫功

能
(2/ 728)

' 统计发现"黑壳福寿螺 &W6阳性比例

最高#433K$"黄壳福寿螺 &W6较低 #0412K$'

研究表明"&W6阳性比例较低的贝类"其养殖过

程中疾病常发
(21)

"说明 &W6阳性比例较高预示

较强的免疫力' 福寿螺具有较强的适应性"可能

与高阳性比例的 &W6相关' 同时"黑壳福寿螺

&-6&&W6和 6"S的阳性细胞比例均大于黄壳

福寿螺' 这表明前者血细胞较后者可能具有更好

的吞噬和清除自由基能力'

贝类肝胰脏中脂类物质能够发挥抑菌效

果
(29 720)

"本实验中两种壳色福寿螺血细胞 *MM

呈阳性"说明血细胞中具有脂类物质"能够发挥抗

菌活性以及供能"揭示其强的抗逆性'

糖原是真核生物最重要的短期存储物质"是

&D6唯一能量来源"其合成和分解比脂类迅速"

在抵御环境变化 #如抗逆境$过程中尤为重要'

糖原颗粒越多 6&*染色越深' 有的整个细胞着

染时形成糖原湖# ;0J>/;?3 09N?$"如浅沟蛤
(4:)

和

文蛤
(2:)

' 包含糖原湖的细胞具有更活跃的吞噬

功能
(49"/3)

' 贝类利用分解糖原产能以利于调节

渗透压
(4:"2:)

' 黑壳福寿螺 6&*阳性较黄壳福寿

螺更为强烈"揭示具有更强的免疫防御机能'

D"D#两种壳色中性红差异

溶酶体是位于细胞质内被膜包围呈球形的细

胞器"它的主要功能是激活血细胞的吞噬作用"释

放水解酶类降解外来物质"从而达到消化和清除

异物的目的
(8 71"/4)

' 中性红滞留时间的长短反映

溶酶体稳定性"滞留时间越长稳定性越好
(44 742)

'

利用中性红滞留时间法#%$$D$可作为预测贝类

总体健康状况的一种理想参考指标
(44 742"/2 7//)

'

两种壳色福寿螺血细胞中性红染色均呈阳性"这

与 &>>/FH:等
(4/)

研究结果一致' 黑壳福寿螺血细

胞的中性红滞留时间为 :148 8:3"黄壳福寿螺是

91/8 8:3"前者是后者的 410 倍"说明前者溶酶体

膜更为稳定' $2HH/ 等
(/5)

发现溶酶体膜的稳定性

与活性氧#$"*$的产生有直接关系"活性氧自由

基可能产生于溶酶体小室"能够导致膜的稳定性

降低"从而导致溶酶体酶的流失
(/8)

' 在吞噬过程

中"溶酶体作为关键性的细胞器"可通过细胞膜受

体介导的内吞作用来降解有害物
(/1 7/9)

' 黑壳福

寿螺的溶酶体膜更为稳定"为更好地介导吞噬作

用提供了基础'
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图版#黑壳福寿螺和黄壳福寿螺血细胞细胞化学染色
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